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論文内容要旨
 本研究では虚血再灌流傷害,さらに細胞傷害抑制作用のあるischemicpreconditioning(IP)
 の現象における遺伝子発現状況についてcDNAマイクロアレイを用いて検討した。
目的
 移植外科や血管系を扱う手術において虚血再灌流傷害の予防,防止は重要な課題である。虚血
 再灌流傷害時において細胞内ではシグナル伝達系や遺伝子発現に関わる因子が複雑に相互作用し
 ながら発現しておりその概観は難しい。そこでcDNAマイクロアレイを解析の中心に用いるこ
 とにより虚血再灌流傷害時の遺伝子発現プロファイリングを行うことを最初の目的とした。これ
 により虚血再灌流傷害における経時的な遺伝子発現の特徴を描出することを目指した。さらにマ
 ウスの肝臓でIPによる臓器傷害抑制モデルを作成し同様にマイクロアレイによる解析を行い,
 通常の傷害モデルとの比較による細胞傷害抑制因子のスクリーニングを第2の目的とした。
方法
 麻酔下,人工呼吸管理下に開腹したマウスの肝を用いグリソン鞘の遮断を続けるモデル(虚血
 モデル),30分虚血後再灌流を行うモデル(IP(一)再灌流モデル)さらに予め5分のbrief
 ischemiaを負荷した後10分の再灌流を行いその後本格的な30分の虚血負荷を与えた後,再灌流
 を行うモデル(IP(+)再灌流モデル)の3シリーズを作成した。各シリーズともマイクロア
 レイでの詳細なクラスター解析を行うためにできるだけ多くの実験ポイントをとった。実験モデ
 ルは血清逸脱酵素,アポトーシス細胞の染色によりその傷害を評価した。これらの実験モデルの
 各経過時間で臓器を採取しRNAを抽出,cDNAマイクロアレイにより解析を行った。
結果
 30分の虚血に続く再灌流後に血清逸脱酵素の上昇,アポトーシス細胞数の増加が見られ良好
 な再灌流傷害モデルと判断した。またIP負荷によりこの再灌流傷害は抑制された。3つのシリー
 ズのマイクロアレイのデータをそれぞれ時間軸にそってクラスター解析を行った。その結果虚血
 刺激によるHIF-1αの誘導や再灌流刺激に対するimmediateearlygene等過去に報告されてい
 る遺伝子発現と一致するものを核に興味のあるクラスターが形成された。またIP(+)再灌流
 傷害のデータからIP(一)再灌流傷害のデータを引くことにより純粋にIPのみによる遺伝子発
 現の変化を調べるとIPでは早期から抗酸化酵素やimmediateearlygenesが誘導されているこ
 とがわかった。また発現の上位には最近再灌流傷害を抑制すると報告されたclusterinをはじめ
 一18一
 多くの細胞傷害抑制因子が誘導されていることがわかった。発現の'上位の遺伝子の中には多くの
 細胞傷害抑制因子と共に機能の未知な遺伝子が多くあり,このなかには新しい細胞傷害保護因子
 が含まれていることが期待された。
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 審査結果の要旨
 移植外科や血管系を扱う手術において虚血再灌流傷害の予防,防止は重要な課題である。虚血
 再灌流傷害時に細胞内では多くの因子が複雑に相互作用しながら発現しておりその概観を描くこ
 とは容易ではない。本研究では近年注目を集めているcDNAマイクロアレイの手法を用いて虚
 血再灌流傷害における数千種類の遺伝子発現のプロファイリングを行っている。また虚血再灌流
 傷害に対する生理的防御機構として知られるischemicpreconditioningのモデルと発現プロファ
 イルを比較することにより新たな傷害抑制遺伝子の同定を目指している。
 方法としては,まずマウスの肝を用いグリソン鞘の遮断を行う虚血モデル,30分虚血後に遮
 断を解除する再灌流モデル,さらに予め5分のbriefischemiaを負荷した後本格的な30分の虚
 血負荷を与え,再灌流を行うischemicpreconditioningモデルの3シリーズを作成した。血清
 逸脱酵素,アポトーシス細胞の染色により虚血,再灌流モデルでの臓器傷害とischemicprecon-
 ditioningによる傷害の抑制を確認した。これらの実験モデルに対し各経過時間で臓器を採取し
 RNAを抽出,cDNAマイクロアレイにより解析を行った。マイクロアレイによる解析を行う際
 にcDNAマイクロアレイの感度,再現性について検討を行い再現性のある遺伝子のみを選択す
 る工夫を行った。適正に選択された遺伝子を用いて上記の3モデルに対してそれぞれ時間軸に沿
 いクラスター解析を行った。その結果虚血刺激によるHIF-1αの誘導や再灌流刺激に対するim-
 mediateearlygene等過去の報告と一致するものを核に興味のある遺伝子のクラスターが形成
 されていることを示した。またischemicpreconditioningのデータと再灌流傷害のデータを比
 較することによりischemicpreconditioningでは早期から抗酸化酵素やimmediateearlygene
 が誘導されることを示した。またclusterinをはじめ多くの細胞傷害抑制因子が誘導されている
 ことが示された。
 筆者はハード,ソフトの両面からcDNAマイクロアレイの開発に携わりその経験から単に個々
 の遺伝子の発現比を論じるのみのマイクロアレイの用い方から更に一歩踏み込んだ解析を試みて
 いる。本研究で作成された虚血,再灌流傷害という病態における遺伝子発現のデータベースは今
 後の他の研究にも多くの情報をもたらすものであること,更に時間経過に沿った発現変化の解析
 というマイクロアレイの新しい形の応用を行っていること,モデルどうしの比較による傷害抑制
 因子のスクリーニングというゲノム創薬の基礎を試みていること,以上から優れて学位に値する
 と考えられる。
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